























陣野 大輔  
本文中並びに図表中に以下の略語を用いた。 
5mdC   5-Methyl-2'-deoxycytidine 
A   Adenosine 
ALKBH5  AlkB family member 5 
AU   Arbitrary units 
C   Cytidine 
CKD   Chronic kidney disease 
Cm   2'-O-Methylcytidine 
f
2
dA   2-Fluoro-2'-deoxyadenosine 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
FTO   Fat mass and obesity-associated protein 
G   Guanosine 
HESI   Heated electrospray ionization 
I   Inosine 
INB   Immuno-northern blotting 
IS   Internal standard 
LC-MS/MS  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
m
1
A   1-Methyladenosine 
m
1
G   1-Methylguanosine 
m
2
2G   N2,N2-Dimethylguanosine 
m
2
G   N2-Methylguanosine 
m
3
C   3-Methylcytidine 
m
5
C   5-Methylcytidine 
m
5
U   5-Methyluridine 
m
6
A   6-Methyladenosine 
m
7
G   7-Methylguanosine 
miRNA   micro RNA 
MoTTs   modification tunable transcripts 
NTM   Nucleoside test mix 
s
2
C   2-Thiocytidine 
siRNA   Small interfering RNA 
SRM   Selected reaction monitoring 
snRNA   Small nuclear RNA 
ssRNA   Single strand RNA 
TET   Ten-eleven translocation 
U   Uridine 
Ψ   Pseudouridine  
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 DNA 修 飾 に お い て は 、 5-methyl-2'-deoxycytidine （ 5mdC ） お よ び
5-hydroxymethyl-2'-deoxycytidine が広く知られており、これらの修飾核酸がエピ
ジェネティックな遺伝子発現が調節している[1-3]。 













には偏りがある（codon bias）。tRNA アンチコドンの wobble position における
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Table 1-1. RNA modification associated with disease and cellular dysfunction 
Modified nucleoside Related disease and cellular dysfunction 
1-Methyladenosine 
Leukemia, lymphoma, breast cancer, replication stress, 
abnormal conformation of tRNA, CKD 
Inosine Hepatocellular carcinoma, replication stress 
N2-Methylguanosine Esophageal adenocarcinoma 
7-Methylguanosine Replication stress 
N2,N2-Dimethylguanosine 
Gastric cancer, intestinal cancer, lung cancer, esophageal 
adenocarcinoma, breast cancer, oxidative stress 
3-Methylcytidine Alkylating stress 
5-Methylcytidine Oxidative stress, replication stress 
2’-O-methylcytidine Oxidative stress, replication stress 
2-Thiocytidine Interference with codon – anti-codon interaction 
5-Methyluridine Replication stress 
Pseudouridine 













































































Figure 2-1. Regioisomers of methylcytidine 
 
 
Figure 2-2. Isotopic isomers of adenosine（[33]より一部改変）  
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 まず、Table 2-1 の濃度に調製した核酸混合溶液（nucleoside test mix, NTM）と、








ーブレンズ電圧を 90 V、コリジョンエネルギーを 20 eVと設定した。また、こ
の時のMS 条件を Table 2-2に示した。以上により、各核酸の SRM 条件を Table 
2-3と設定した。 
 
Table 2-1. Nucleoside test mix concentration 
Compound Concentration (ng/mL) 




Inosine (I) 250 

































Table 2-2. MS condition of optimization for nucleosides 
MS system TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher Scientific) 
Ionization HESI 
Spray voltage (+): 3.0 kV 
Vaporizer temperature 35 °C 
Sheath gas pressure 15 psi 
Auxiliary gas pressure 5 psi 
Capillary temperature 270 °C 
Collision gas pressure 1.5 mTorr 
 
Table 2-3. MS/MS condition of optimization for nucleosides 
Tube lens offset 90 V 
 
Collision energy 20 eV 
 




A m/z 282.1→150.1 
 
I m/z 269.1→137.1 
 












2G m/z 312.1→180.1 
 










C m/z 258.1→126.1 
 




C m/z 260.1→128.1 
 




U m/z 259.1→127.1 
 
Ψ m/z 245.1→209.0 
 








2-3 LC-MS/MS 条件の検討 




Figure. 2-3. Flow diagram outlining multi-column analysis 
Method A is separated by column A, and method B is separated by column B. One 
column is used as the analytical column, while the other column is washed and prepared 












dA を、IS として以後用いることとした。f2dA を IS とし、さらに LC-MS/MS
条件の検討を行った結果得られた最適条件を Table 2-4に示す。 
 
 
Figure 2-4. Chromatographic separation of adenosine and tubercidin  
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Table 2-4. Analytical conditions of LC-MS/MS for nucleosides 
HPLC system NANOSPACE SI-2 (Shiseido) 
Analytical column CAPCELL PAK ADME 
 
(100 × 2.1 mm i.d., 3 μm particle size, Shiseido) 
Guard column CAPCELL PAK ADME 
 
(10 × 2.0 mm i.d., 3 μm particle size, Shiseido) 
Mobile phase A: 20 mM CH3COONH4/H2O 
 
(adjusted to pH 5.3 using CH3COOH) 
 
B: 1.0 M CH3COONH4/MeCN/H2O/CH3COOH 
 
= 1/95/5/0.03 (v/v/v/v) 
Analytical gradient 0.0 – 1.0 min: A/B = 100.0/0.0 
 
1.0 – 4.0 min: A/B = 100.0/0.0 → 91.4/8.6 
 
4.0 – 5.0 min: A/B = 91.4/8.6 → 88.6/11.4 
 
5.0 – 8.0 min: A/B = 88.6/11.4 → 79.9/20.1 
 
8.0 – 10.0 min: A/B = 79.9/20.1 → 0.0/100.0 
Analytical flow rate 0.0 – 10.0 min: 400 μL/min 
Wash gradient 0.0 – 4.0 min: A/B = 0.0/100.0 
 
4.0 – 5.0 min: A/B = 0.0/100.0 → 100.0/0.0 
 
5.0 – 10.0 min: A/B = 100.0/0.0 
Wash flow rate 0.0 – 1.0 min: 400 μL/min → 700 μL/min 
 
1.0 – 4.0 min: 700 μL/min 
 
4.0 – 5.0 min: 700 μL/min → 400 μL/min 
 
5.0 – 10.0 min: 400 μL/min 
Post-column addition CH3OH: 400 μL/min 
Divert valve 0.0 – 0.5 min: waste 
 
0.5 – 10.0 min: detector 
Oven temperature 40 °C 
Injection volume 3 μL 
  
MS system TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher Scientific) 
Scan mode SRM 
Ionization HESI (+) 
Spray voltage (+): 4.5 V 
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Vaporizer temperature 450 °C 
Sheath gas pressure 60 psi 
Auxiliary gas pressure 40 psi 
Capillary temperature 300 °C 
Collision gas pressure 1.0 mTorr 
Tube lens offset 90 V 
Collision energy 20 eV 




A m/z 282.1→150.1 
 
I m/z 269.1→137.1 
 












2G m/z 312.1→180.1 
 








C m/z 258.1→126.1 
 




C m/z 260.1→128.1 
 




U m/z 259.1→127.1 
 
Ψ m/z 245.1→209.0 
 




dA m/z 270.2→154.2 
 
 本法にて Table 2-1 に示す NTMおよび f2dA（IS）を測定した際に得られた SRM 




Ψ および IS の保持時間は、それぞれ 5.13、3.01、3.63、3.76、3.48、4.71、5.47、





2 倍以上のスループットが達成された。また、同じく C18 カラムを用いた過去
の報告にて問題となっていた同位体ピークとの分離について[33]、ADME カラム










Figure. 2-5. SRM chromatograms of nucleosides 
(A) SRM product ion chromatograms of modified nucleoside standards. 











Figure 2-6. Mean ± SE area ratio/mean area ratio (%) obtained via multiple 
column LC mode 
The mean area ratio was calculated from an average of the column A and column B area 




 定量範囲を検討した結果、Table 2-5 に示す範囲において良好な直線性（相関
係数 > 0.99）を有する検量線を得た。また、生体内における修飾核酸濃度は、
10 ng/mLから 500 ng/mL程度と報告されており[45]、本測定法における検量線の
範囲において、十分に定量が可能であることが判明した。 
 
Table 2-5. LC-MS/MS and calibration curve parameters for nucleosides 
 tR (min) Calibration range (ng/mL) Correlation coefficient 
A 5.13 1.0 – 200 0.999 
m
1
A 3.01 1.25 – 500 0.998 
I 3.63 2.5 – 500 0.999 
G 3.76 2.5 – 500 0.999 
m
2
G 3.48 10 – 2000 1.000 
m
7
G 4.71 12.5 – 500 0.998 
m
2
2G 5.47 1.0 – 2000 1.000 
C 2.27 2.5 – 500 0.999 
m
3





C 2.33 0.5 – 500 1.000 
Cm 3.80 1.0 – 400 0.998 
s
2
C 3.28 4.39 – 175
b
 0.998 
U 2.74 12.5 – 500 0.998 
m
5
U 3.99 50 – 2000 0.997 
Ψ 1.56 5.0 – 500 0.999 
f
2
dA (IS) 6.24  –  – 
a













その後 IS を添加し前処理した試料を LC-MS/MS に付した（3日間実施）。3日間
実施して得られた各日の平均測定値を求め、その平均値の相対誤差及び変動係
数を算出した。真度と精度から日間再現性を調べた結果、いずれの濃度におい




Table 2-6. Accuracy and precision of nucleosides determination 
 Nominal conc. Accuracy (%, n = 5) Precision (CV %, n = 5) 
 (ng/mL) 0Day 10 0Day 20 0Day 30 0Day 10 0Day 20 0Day 30 
A 1.0 80.9 115 90.9 8.70 19.0 18.8 
 
2.0 99.9 100 102 11.4 14.2 13.4 
 
100 103 106 99.0 9.69 13.9 4.72 
 
200 94.5 103 87.5 7.25 4.43 9.46 
m
1
A 1.25 112 99.1 92.0 17.5 17.3 18.4 
 
2.5 98.8 104 89.2 14.8 13.6 6.69 
 
250 105 96.3 107 2.78 14.0 5.25 
 
500 106 99.1 101 5.26 12.4 3.37 
I 2.5 80.0 101 89.5 17.2 11.2 3.54 
 
5.0 106 95.9 104 14.8 11.5 11.2 
 
250 98.2 106 101 5.07 12.1 4.51 
 
500 85.7 89.1 98.2 4.98 4.25 9.22 
G 2.5 96.9 82.1 91.7 11.8 19.9 13.1 
 
5.0 87.7 104 105 13.7 8.85 13.6 
 
250 107 113 108 5.88 6.04 3.15 
 





G 10 113 104 106 14.6 14.1 6.85 
 
20 91.9 103 104 7.71 13.0 7.21 
 
1000 109 107 106 4.05 4.05 3.61 
 
2000 102 100 97.3 8.09 8.09 4.63 
m
7
G 12.5 101 106 114 19.9 9.69 16.5 
 
25 97.0 93.7 106 13.5 8.24 13.6 
 
250 101 112 96.1 5.52 4.69 7.28 
 
500 103 103 99.7 7.93 6.85 4.82 
m
2
2G 1.0 120 119 116 13.7 14.7 7.30 
 
2.0 86.0 93.4 86.1 9.52 11.8 12.5 
 
1000 109 104 112 6.47 5.91 10.3 
 
2000 99.1 96.8 102 3.59 2.83 3.27 
C 2.5 82.9 107 118 18.7 17.0 7.55 
 
5.0 115 94.3 108 14.7 8.27 14.4 
 
250 102 109 97.0 5.97 4.07 12.1 
 
500 96.1 103 95.4 1.07 2.96 9.00 
m
3
C 1.39 84.1 111 106 19.4 13.1 8.50 
 
3.48 105 113 96.8 14.2 13.6 6.68 
 
348 106 104 100 2.00 5.68 2.16 
 
696 92.0 95.8 94.3 3.69 13.0 4.79 
m
5
C 0.5 81.3 107 117 15.8 7.61 2.15 
 
1.0 94.3 110 102 8.51 9.10 1.59 
 
250 93.7 95.9 93.6 3.87 5.25 6.57 
 
500 89.0 85.1 89.8 4.39 3.22 3.48 
Cm 1.0 86.7 119 93.7 14.0 14.9 17.8 
 
2.0 93.0 86.7 99.2 14.8 13.7 9.53 
 
200 103 114 111 5.60 7.02 3.35 
 
400 95.2 107 101 3.04 4.29 6.29 
s
2
C 4.39 103 120 107 18.1 14.0 7.76 
 
8.77 98.4 91.5 95.2 12.5 10.3 13.6 
 
87.7 107 110 112 9.28 4.07 5.45 
 
175 108 91.0 99.4 10.1 9.58 3.51 
24 
 
U 12.5 99.0 107 103 18.1 7.71 1.73 
 
25 102 99.5 94.3 12.1 7.52 10.7 
 
250 103 98.6 106 9.81 9.06 2.61 
 
500 109 106 104 10.5 6.21 5.77 
m
5
U 50 107 110 118 15.2 3.57 6.37 
 
100 91.6 89.1 94.5 10.2 4.91 11.6 
 
1000 111 102 110 5.76 5.62 4.96 
 
2000 104 110 112 8.86 5.90 2.93 
Ψ 5.0 98.0 109 99.8 17.2 9.30 17.6 
 
12.5 98.9 95.3 99.7 12.2 7.57 9.51 
 
250 109 99.7 94.5 6.83 6.08 5.56 
 





























































































3-2 総 RNA中の修飾解析についての検討 
 INB法では、現在入手可能な抗修飾核酸抗体である抗m1A抗体、抗m6A抗体、
抗 Ψ 抗体、抗 m5C 抗体を用いた。これらの抗体を用い、マウス肝細胞、ヒト肝
細胞株 HepG2、酵母（S. cerevisiae BY4742 および W303）および大腸菌（E. coli 
DH5α および HST04）から抽出した総 RNA0.6 μg に対し、変性アクリルアミド
ゲルを用いて SYBR 染色および INB法による修飾解析を行った（Figure 3-2）。 
 
 
Figure 3-2. Immuno-northern blotting using antibodies against modified 
nucleosides 
 
 SYBR 染色の結果より、それぞれの生物種毎に異なる構成の RNAが含まれて









の tRNA から強いバンドが得られた。また、マウス、ヒト RNA においては 5S
から 5.8S rRNA の間に相当する、1770 nt 付近にバンドを得た。m6Aは真核生物




抗 Ψ 抗体についてはマウス、ヒト、酵母および大腸菌それぞれの tRNA、5S rRNA
および 5.8S rRNA などにおいてバンドが確認された。抗 m5C 抗体については、
マウス、ヒト RNAからは 1770 nt 付近に、酵母からは tRNAに相当する 75 nt 付
近に、大腸菌からは 1000 nt 付近にバンドが観察された。 






 3-2 の実験のように、低分子の RNA を対象とした分離分析においては分解能
に優れるアクリルアミドゲルが好適である。反面、高分子の RNAの分離におい
ては、分離できる核酸サイズの範囲が広いアガロースゲルが適している。そこ
で、Figure 3-2において抗 m5C 抗体により 1770 nt 付近にバンドが検出されたマ
ウス総 RNA（0.6 μg）について、変性アクリルアミドゲルと変性アガロースゲル
を用いてゲルの比較検討を行った。変性アガロースゲルの結果より、変性アク
リルアミドゲルにて得られた 1770 nt 付近のバンドは、28S および 18S rRNAの
バンドが重なったものであることが示唆された（Figure 3-3 A）。 
 しかしながら、真核生物の 18S rRNA における m5C の修飾は報告がない。そ
こで、非特異的反応の可能性を検証するため、ネガティブコントロールとして
抗修飾核酸抗体に代わり同量の IgG 抗体を用い、マウス総 RNA（1.2 μg）およ






において確認された 1770 nt のバンドは DNAのコンタミネーションであること
が示された（Figure 3-3 C）。同様の検討を大腸菌（0.6 μg）および酵母 RNA（1.0 
μg）について実施したところ、こちらについては DNase I処置後もバンドが残存








 (A)       (B) 
 
(C)       (D) 
 
Figure 3-3. Immuno-northern blot analysis using the anti-m
5
C antibody with 
acrylamide and agarose gel separation 





ミトコンドリア RNA も含有していると考えられる。ミトコンドリア RNA は細
胞質 RNA とは異なる塩基数や修飾パターンを持つことが知られている[4]。そこ
で、細胞内における修飾核酸の局在解析への INB法の応用性を検討するために、
ミトコンドリア RNA の測定を試みた。すなわち、ミトコンドリア RNA、細胞
質 RNA 双方に含まれることが知られる m1A を測定対象として選択し、マウス
由来の総 RNA、ミトコンドリア RNAおよび非ミトコンドリア RNAに分画した
各 RNAについて抗 m1A抗体を用いた INB法を実施した。ミトコンドリア RNA
画分において、ミトコンドリア RNA に特徴的な 70 ベース以下の短い tRNA を
検出し、一方非ミトコンドリア画分においてはこのシグナルは検出されなかっ
た（Figure 3-4 A）。従って、ミトコンドリア RNA、非ミトコンドリア RNAそれ
ぞれを区別しての検出が可能であることを示した。また、rRNAについて、過去
の報告により m1Aは 28S、18S rRNAには存在し、5.8S、5S rRNAには存在しな






(A)       (B) 
 
Figure 3-4. Immuno-northern blot analysis of mitochondrial and 
non-mitochondrial RNA 
(A) The red arrowheads denote shorter tRNA bands, which were rich in the 
mitochondrial RNA. Arrows denote slight anti-m
1
A positive bands in the long exposure 
image. White arrowheads denote negative signals in 5.8S and 5S rRNA. (B) The 
arrowheads denote positive signals in 28S and 18S rRNA. The arrow probably denotes 




 tRNAは酸化ストレスなどの細胞ストレスにより 5’-フラグメントおよび 3’-フ






tRNAの断片化を誘導した。その後抽出した RNA（0.75 μg）を、抗 m1A抗体を
用いた INB法により測定した。Figure 3-5 B に示す通り、酸化ストレスの負荷に
より 3’-フラグメントが検出され、tRNAの断片化を確認した。 





    (B) 
 
 
Figure 3-5. Detection of stress-induced tRNA-derived fragments by 
immuno-northern blotting 
(A) The image of stress-induced tRNA cleavage. (B) Total RNA (0.75 μg) was isolated 
from HK-2 cells treated with sodium arsenite (500 μM) for the indicated periods and 
analyzed by SYBR staining and INB with anti-m
1





 まず、Figure 3-6 A に示すような、一方には修飾核酸 m6A 含み、もう一方には
修飾核酸を含まない 2種類の 1本鎖 RNA（single strand RNA, ssRNA）を用い、
INB 法の特異性および定量性を評価した。測定結果を Figure 3-6 B に示すが、
SYBR 染色では 0.64 pmol から検出可能であったのに対し、INB法では 0.25 pmol
から検出可能であった。また、INB 法では修飾核酸を含まない ssRNA のシグナ
ルは検出されず、INB 法の修飾核酸に対する特異性が示された。さらに、シグ





(B)       (C) 
 
Figure 3-6. Specificity and sensitivity of immuno-northern blotting. 
(A) The sequences of synthesized 15-mer-ssRNA containing either m
6
A or A at the 
center position. (B) SYBR staining and INB with anti-m
6
A antibody. Serially diluted 
m
6
A- and A-containing 15-mer-ssRNA (10, 4, 1.6, 0.64, and 0.25 pmol) were analyzed. 
(C) Relative band intensities by INB of m
6
A-containing ssRNA. Densitometric analysis 
was performed to quantitate the band intensities. Data were expressed relative to the 
band intensity of each 10 pmol sample, which was taken as 1.0 arbitrary units (AU), n = 




 生体内では Fat mass and obesity-associated protein（FTO）あるいは AlkB family 
member 5（ALKBH5）といった脱メチル酵素により、m6A が Aに脱メチル化さ
れることが知られている[56,57]（Figure 3-7 A）。そこで次に、in vitroでのメチル化
レベル評価における INB法の有用性を検討すべく、FTOおよび ALKBH5による
脱メチル化実験を行った。すなわち、Figure 3-6 Aに示す m6A-ssRNAと FTOま
たは ALKBH5とを反応させ、m6A量の変動を評価した。Figure 3-7 Bについて、
SYBR 染色では FTO処置による RNA量の変化は確認されなかったが、INB法に
よる測定では m6A 量が減少していることが確認された。シグナルを定量した結
果、20%程度メチル化量が減少し、有意に変化していることが示された。ALKBH5
についても同様に 6-メチル化レベルが減少することを確認した（Figure 3-7 C）。
また、シグナル部分のゲルを切り出した後モノヌクレオシドまで分解し、
LC-MS/MS を用いて m6A が減少しているか確認を行った。その結果、INB 法同
様、LC-MS/MS においても m6Aの減少が確認された（Figure 3-7 D）。従って、INB
法が in vitro でのメチル化レベル評価に有用であることが示された。 
 続いて、INB 法による細胞内のメチル化レベルの評価を行った。すなわち、
Hela細胞内の ALKBH5 および FTOを small interfering RNA（siRNA）によりノ
ックダウンした後、細胞から抽出した mRNA および総 RNA について INB 法に
よる m6Aのメチル化レベルを測定した。Figure 3-7 E には ALKBH5 および FTO
のノックダウンの結果を示すが、双方ともに mRNA の発現量が減少しているこ
とを確認した。さらに INB法により mRNA および総 RNA中の m6Aを測定した
結果を Figure 3-7 Fに示す。mRNAについて、ALKBH5および FTOノックダウ
39 
 

















(E)    (F) 
 
Figure 3-7. Detection of m
6
A-demethylation by immuno-northern blotting 
(A) Demethylation of m
6
A to A in RNA by FTO and ALKBH5. (B) m
6
A-containig 15 
mer-ssRNA was treated with or without FTO and analyzed by INB with anti-m
6
A 
antibody and SYBR. The right graph shows a densitometric quantification of the band 
intensity. Data were expressed relative to the mean value of the FTO (-) samples, which 
was taken as 1.0 AU, n = 3. (C) m
6
A-containig 15 mer-ssRNA was treated with or 
without ALKBH5 and analyzed by INB and SYBR. A representative image is shown. 
(D) LC-MS/MS analysis of FTO-mediated demethylation. After the FTO treatment, 
m
6
A-ssRNA was digested and subsequently analyzed by LC-MS/MS. Chromatograms 
of the m
6
A peak of digested nucleosides are shown. The right graph shows a 
quantification of the relative area ratio of m
6
A/A. Data were expressed relative to the 
mean value of the FTO (-) samples, which was taken as 1.0. (E) Knockdown of FTO 
and ALKBH5 in HeLa cells. The knockdown efficiency was measured by quantitative 
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PCR. Relative abundance of each transcript was normalized by GAPDH. Data were 
expressed relative to the mean value of the control, which was taken as 1.0, n = 3. (F) 
Evaluation of the m
6
A modification in RNAs in FTO- and ALKBH5-knockdown HeLa 
cells. Arrowheads denote the anti-m
6
A positive signals. SYBR staining is shown for the 





 m1A、m6A、Ψ および m5C の各抗修飾核酸抗体を用いた INB 法を構築した。
INB法の応用性を検討した結果、修飾核酸を有する総RNA、tRNA、rRNA、rRNA、




















 第 2章では修飾核酸の一斉分析法を構築するため、LC および MS 測定条件を
精査して最適化すると共に、分析法の信頼性を確認するため添加回収試験を行
った。LC-MS/MS 条件の最適化およびマルチカラム法による高速 LC 分離分析に




 第 3章では修飾核酸を含む RNA断片分析法を構築するため、抗修飾核酸抗体
を用いた INB 法を検討し、その応用性・定量性を検討した。INB 法の応用性を
検討した結果、修飾核酸を有する総 RNA、tRNA、rRNA、rRNA、ミトコンドリ





























Figure 4-1. RNA 由来修飾核酸類の標的解析を指向した分析プラットフォーム  
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 Acetonitrile（LC/MS 用）  Kanto Chemical（purity ≧ 99.8 %） 
 Acetic acid（LC/MS 用）   Wako Pure Chemical Industries 
（purity ≧ 99.5 %） 
 Adenosine    Sigma–Aldrich（purity ≧ 99 %） 
 Ammonium acetate（和光一級）  Wako Pure Chemical Industries 
（purity ≧ 95 %） 
 Block-Ace    Dainihon Pharmaceutical 
 Can Get Signal solution 1   Toyobo 
 Can Get Signal solution 2   Toyobo 
 DNase I (RNase-free)   Qiagen 
 Dynabeads mRNA Purification Kit  Ambion 
 E. coli (strain DH5α および HST04)  Takara-Bio 
 Formic acid（LC/MS 用）  Wako Pure Chemical Industries 
（purity ≧ 99.5 %） 
 Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG 
     Thermo Fisher Scientific 
 HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG  Thermo Fisher Scientific 
 Human cervical carcinoma HeLa cells (CCL-2) 
ATCC 
 Human hepatocarcinoma HepG2 cells (HB-8065) 
     ATCC 
 Human kidney HK-2 cells (CRL-2190) ATCC 
 Hybond N+ positive charged nylon membranes 
     GE Healthcare 
 Illustra MicroSpin G-25 columns  GE Healthcare 
 Lipofectamine RNAiMAX   Invitrogen 




 Methanol（LC/MS 用）   Kanto Chemical（purity ≧ 99.8 %） 
 Mouse IgG2a lambda   Sigma–Aldrich 
 Nucleosides Test Mix in 1% sodium formate 
Sigma–Aldrich（purity 不記載） 
 N2,N2-Dimethylguanosine   Toronto Research Chemicals 
（purity 不記載） 
 N2-Methylguanosine   Santa Cruz Biotechnology 
（purity ≧ 95 %） 
 Pierce Western Blotting Substrate Plus Thermo Fisher Scientific 
 Recombinant human ALKBH5 protein Abnova 
 Recombinant human FTO protein  Abcam 
 RNase inhibitor    Roche Diagnostics 
 S. cerevisiae (strain BY4741 and W303-1B) Tohoku Pharmaceutical University 
 Sodium meta-arsenite   Wako Pure Chemical Industries 
 ssRNAおよび m6A-ssRNA  Gene Design 
 TriPure Isolation Reagent   Roche Diagnostics 
 2-Fluoro-2’-deoxyadenosine  Sigma–Aldrich（purity ≧ 96 %） 
 抗 m1A抗体（clone AMA-2, IgG2b kappa subclass） 
     BML life science 
 抗 m5C 抗体（FMC-9, IgG2a lambda subclass） 
     BML life science 
 抗 m6A抗体    Synaptic Systems 
 抗 Ψ 抗体（clone APU-6, IgG1 kappa subclass） 





分析計である TSQ Quantum Ultra（Thermo Fisher Scientific）を用いた。高速液体
クロマトグラフとして、NANOSPACE SI-2（Shiseido）を用いた。 
 RNA濃度測定には Bio-Spec Nano spectrophotometer（Shimadzu）を用いた。 
 UVクロスリンクには Stratalinker UV crosslinker （Stratagene）を用いた。 
 現像には LAS-4000 mini luminescent image analyzer（Fuji Film）を用いた。  
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C、m5Uおよび f2dAは100 μg/mL、Cおよびm5Cは50.0 μg/mL、
m
1
A、I、G、m7G、Uおよび Ψ は 25.0 μg/mL、Cm は 20.0 μg/mL、s2C は 10.0 μg/mL




 プリカーサーイオンおよびプロダクトイオンスペクトルは、Table 2-1 の濃度
に調製した核酸混合溶液をインフュージョン法にて 10 μL/min で質量分析計に
導入し、以下の条件で m/z 100.0 – 500.0 の範囲で測定した。また、sheath gas お
よび auxiliary gas は窒素ガスを、collision gas はアルゴンガスを用いた。 
 
5-2-3 LC/MS/MS 条件の検討 
 マルチカラム法におけるカラム間の同一性の確認のため、Table 2-1 の濃度に
調製した核酸混合溶液を用い、以下の LC-MS/MS 条件にて定量を行った（各濃




 核酸混合溶液を Table 2-5 に示す濃度となるように 20 mM CH3COONH4/H2O





dA（IS、200 ng/mL）および 200 μLの CH3CN（含 0.1% HCOOH）を添加した。
超音波槽にて 10 分間撹拌し、16,400 × gで 10分間遠心後、上清を新しいチュー
ブに移した。ヒーター（60°C）に静置し、窒素気流下において蒸発乾固した。
移動相 20 mM CH3COONH4/H2O（pH 5.3、CH3COOHにて調製）にて溶解し、そ





 核酸混合溶液を Table 2-6 に示す濃度となるように 20 mM CH3COONH4/H2O
（pH 5.3、CH3COOH にて調製）希釈系列を調製した後、前述＜検量線の作製＞
の前処理により試料を調製し LC-MS/MS に付した。各濃度 5 試料で異なる 3 日
間に調製と測定を行い、真度（%）および精度（CV%）を算出した。 
真度（%）=｛（観測された濃度－添加した濃度）／添加した濃度 ｝× 100 
精度（CV%）=（観測された濃度の標準偏差／観測された濃度の平均値）× 100  
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5-3 第 3章の付属実験 
5-3-1 RNAの抽出 
 各細胞からの RNA抽出は、TriPure Isolation Reagent（Roche Diagnostics）によ
り RNA、DNAおよびタンパク質を抽出後、miRNeasy Mini kit（Qiagen）を用い
て総 RNA を抽出した。また、マウス肝臓からの RNA 抽出には既報を参考とし





5-3-2 アクリルアミドゲルによる INB法 
 抽出した RNAと等量の sample buffer（90 mM Tris-borate、2 mM EDTA、pH 8.3、
8 M urea、10% sucrose、0.05% bromophenol blueおよび 0.05% xylene cyanol）を混
合し、65°C で 15 分間熱変性後、氷上で急冷した。変性サンプルを 12% 
polyacrylamide--8 M urea 変性ゲルにロードし、0.5 × TBE buffer（45 mM Tris、45 
mM borateおよび 1 mM EDTA（pH 8.0））を泳動液とし、250 Vで電気泳動した。
泳動後、0.5 × TBE buffer 中でセミドライエレクトロブロッティング（300 mA、
60分間）により Hybond N+ positive charged nylon membranes（GE Healthcare）に
トランスファーした。Stratalinker UV crosslinker（Stratagene）を用いて 120,000 
μJ/cm
2で UVクロスリンクを行い、2% Block-Ace（Dainihon Pharmaceutical）TBS-T
（50 mM Tris、150 mM sodium chloride および 0.1% Tween 20（pH 7.4））によりメ
ンブレンを室温で 1 時間ブロッキングした。次いで、Can Get Signal solution 1
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（Toyobo）中で一次抗体（抗 m1A抗体、抗 Ψ 抗体および抗 m5C抗体は 1 : 500
希釈、抗 m6A抗体は 1 : 1000 希釈）とインキュベートした。尚、インキュベー
ト時間は抗 m1A 抗体、抗 Ψ 抗体および抗 m6A 抗体は 4°C で一晩、抗 m5C 抗体
は室温で 2時間とした。TBS-Tにてメンブレンを洗浄後、Can Get Signal solution 
2（Toyobo）で 1 : 1000 希釈した適切な HRP 結合二次抗体を加え室温で 1時間イ
ンキュベートした。Pierce Western Blotting Substrate Plus（Thermo Fisher Scientific）
および LAS-4000 mini luminescent image analyzer（Fuji Film）を用いて現像し、
Multi-Gauge v3.2 software（Fuji Film）にてバンドを定量した。 
 
5-3-3 アガロースゲルによる INB法 
 抽出したRNAを 50% formamideおよび 4.4 M formaldehyde中で熱変性（65°C、
15分間）後、1 × MOPS buffer（pH 7.0）を泳動液とし 2.2 M formaldehyde 混合 1% 
agaroseゲルにて電気泳動を行った。泳動後、10 × SSC buffer中でキャピラリー





HepG2細胞は 10%ウシ胎仔血清添加 RPMI1640 中で、HK-2および HeLa細胞は
10%ウシ胎仔血清添加 DMEM中で培養した（37°C、5% CO2）。酸化ストレス実
験においては、HK-2細胞を 500μM sodium meta-arsenite含有 10%ウシ胎仔血清添





いて、reaction mixture 100 μL（100 pmol m6A-ssRNA、25 pmol recombinant FTO、
283 μM (NH4)2Fe(SO4)2・6H2O、300 μM α-ketoglutaric acid、2 mM L-ascorbic acid、
50 μg/mL bovine serum albmin、50 mM HEPES buffer（pH 7.0））を室温で 3時間イ
ンキュベートした。ALKBH5 について、 reaction mixture 130 μL（40 pmol 
m
6
A-ssRNA、12 pmol recombinant ALKBH5、150 μM (NH4)2Fe(SO4)2・6H2O、100 mM 
KCl、2 mM MgCl2、300 μM α-ketoglutaric acid、2 mM L-ascorbic acid、1 U/μL RNase 
inhibitor、50 mM HEPES buffer（pH 7.0））を室温で 3時間インキュベートした。
インキュベート後、それぞれの reaction mixtureを Tripure-chlotoform による除タ
ンパクおよび Illustra MicroSpin G-25 columns（GE Healthcare）による脱塩を行っ
た。その後 RNA抽出を行い、INB法にて解析した。 
 
5-3-3 FTOおよび ALKBH5のノックダウン 
FTOおよび ALKBH5 のノックダウンのため、Silencer Select Pre-designed siRNA 
for FTO and ALKBH5（Thermo Fisher Scientific、siFTO: s29688、s29687 および
s29688、 siALKBH5: s35510、s35511 および s35512）を用いた。また、ネガティ
ブコントロールとしてスクランブル配列 RNAi オリゴを用いた。これらの siRNA
について、Lipofectamine RNAiMAX（Invitrogen）を用い、製品プロトコールに
従い HeLa 細胞にトランスフェクションを行った。トランスフェクション 48 時
間後、総 RNAを抽出した。さらに、Dynabeads mRNA Purification Kit（Ambion）
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